AVALIACAO DA EFICIENCIA DE TRES AGARES SELETIVOS
NO ISOLAMENTO DE Listeria monocytogenes'

Denize Aparecida RODRIGUES?, Bernadette Dora Gombossi de Melo FRANCO?,
Mariza LANDGRAF?, Maria Teresa DESTRO?*

RESUMO

A variedade de protocolos existentes para a pesquisa de Listeria sp em alimentos e outras amostras é muito grande, o que dificulta a
escolha daquele que possa apresentar melhores resultados. Os protocolos recomendados nas metodologias tradicionais indicam varios
caldos de pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo, assim como meios de isolamento seletivo. O presente estudo teve por
finalidade comparar a eficiéncia dos agares cloreto de litio-feniletanol-moxalactam (LPM), PALCAM (PAL) e do agar hemolitico ceftazidima-
cloreto de litio (HCLA) no isolamento de L. monocytogenes a partir de diferentes tipos de amostras colhidas em uma linha de processa-
mento de “nuggets” congelados de frango. Um total de 413 amostras foi examinado. As amostras foram primeiramente enriquecidas em
caldo Half Fraser, seguido do enriquecimento em caldo BLEB. Aliquotas deste enriquecimento foram semeadas por esgotamento em
placas contendo os meios LPM, PAL e HCLA. Colonias tipicas foram selecionadas e submetidas a identificacao bioquimica. O meio HCLA
permitiu o isolamento de L. monocytogenes em 60,1% do total de amostras examinadas, enquanto PAL e LPM permitiram o isolamento
em aproximadamente 47,9% das amostras. O desempenho do HCLA foi estatisticamente diferente dos demais meios (p< 0,05%) para
todos os tipos de amostras, exceto para as de manipuladores onde os 3 meios apresentaram desempenho semelhante. Os resultados
obtidos com o HCLA foram superiores aos dos demais meios e seu uso, simultaneamente com o PAL, mostrou-se de grande utilidade.
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SUMMARY

EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF THREE SELECTIVE AGARS FOR L. monocytogenes ISOLATION. There is a variety of protocols for
Listeria spp detection in foods and other sources. Therefore, the decision on which method to be used becomes very difficult.
Conventional isolation methodologies indicate different pre-enrichment and enrichment broths as well as different isolation media.
The comparison between the efficiency of PALCAM (PAL), lithium chloride-phenylethanol-moxalactam (LPM) and haemolitic ceftazidime—
lithium chloride (HCLA) agars was carried out. A total of 413 samples from different sources, collected from a chicken nuggets processing
plant, was pre-enriched in Half Fraser broth followed by enrichment in BLEB. They were streaked onto LPM, PAL and HCLA plates and
typical colonies were submitted to biochemical identification. L. monocytogenes (Lm) was isolated from 60.1% of the samples when
HCLA was used and from approximately 47.9% when PAL and LPM were considered. The difference between the efficiency of HCLA and
the other two media was statistically significant (p<0.05) for all samples but food handlers. For food handler samples all three media
showed the same efficiency. The combined use of HCLA and PAL allowed the identification of the highest number of Lm positive
samples indicating that these media can be a good choice.
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1 - INTRODUCAO cubagao, colonias suspeitas do microrganismo sao iden-
tificadas através da avaliacdo de suas caracteristicas.

A fim de atender a Legislagao Brasileira e as exi- Varios sao os caldos de pré-enriquecimento e enri-

géncias dos paises importadores, os diversos segmen-
tos da industria alimenticia brasileira tém dado maior
atencao a pesquisa de Listeria, tanto em seus produtos
quanto no ambiente de producgao.

A variedade de protocolos existentes para a pes-
quisa de Listeria e/ou L. monocytogenes em alimentos,
ou em outras amostras de interesse para a industria
de alimentos, € muito grande tornando dificil a escolha
daquele que possa apresentar melhores resultados.

A metodologia tradicional para isolamento de liste-
rias esta baseada no emprego de enriquecimento prima-
rio da amostra em meio liquido seletivo, seguido ou nao
de enriquecimento secundario também em meio seleti-
vo. A seguir, aliquotas deste caldo de enriquecimento
sdo semeadas em placas de agares seletivos e, apos in-
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quecimento seletivos descritos na literatura, assim como
meios de isolamento seletivo [2, 9, 11, 18, 21].

Os caldos de enriquecimento descritos apresentam
composicao basica muito semelhante, variando apenas
a concentracdo e combinacgao dos agentes seletivos. Ja
os meios de isolamento de Listeria apresentam uma gama
maior de variaveis. De maneira geral, exploram a resis-
téncia de Listeria a varios antibiéticos como por exem-
plo, acido nalidixico, polimixina B, moxalactam, cefote-
tan, cicloheximida, entre outros. Estes antibioticos sdo
utilizados em conjunto com outros agentes seletivos tais
como feniletanol, cloreto de litio, acriflavina, anidrido
glicinico e telurito de potassio.

Alguns meios possuem corantes que atuam como
indicadores da utilizacao de carboidratos, como € o caso
do agar PALCAM [24], ou sistemas indicadores empre-
gando esculina e ions ferrosos como no caso do proprio
agar PALCAM e do agar Oxford [6]. Ja com outros meios,
como o agar cloreto de litio feniletanol moxalactam [13]
que nao contém agentes diferenciais em sua formula-
¢ao, ha necessidade de se utilizar a iluminacao obliqua
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transmitida (técnica de Henry) para que colonias sus-
peitas de Listeria possam ser identificadas.

A adicao de sangue de diversas espécies animais
aos meios de isolamento também tem sido proposta
por diversos pesquisadores. A funcao do sangue seria
nao so6 tornar o meio mais rico, e assim auxiliar na
recuperacao do microrganismo, como também permitir
a diferenciacao entre cepas hemoliticas e ndo hemoli-
ticas do género Listeria. Dentre estes meios, pode-se
destacar os descritos por BLANCO et al. [4], por FORRET,
DOREY [10] e o agar hemolitico ceftazidima cloreto de
litio (HCLA) descrito por POYSKY et al. [21].

Recentemente, meios cromogénicos tém sido de-
senvolvidos e comercializados. Segundo os fabricantes
alguns destes meios permitiriam a diferenciacao entre
Listeria monocytogenes e as outras espécies do género.

Dentre os meios seletivos mais empregados nos di-
versos paises estao o agar Oxford, o agar Oxford modi-
ficado, agar cloreto de litio feniletanol moxalactam (LPM)
[17] e 0o agar PALCAM.

Uma vez que sao escassos em nosso meio estu-
dos avaliando a eficiéncia de meios de cultura no iso-
lamento de patogenos em amostras naturalmente con-
taminadas, este estudo teve por objetivo comparar a
eficiéncia dos agares PALCAM (PAL), cloreto de litio
feniletanol moxalactam (LPM) e do agar hemolitico
ceftazidima cloreto de litio (HCLA) no isolamento de
Listeria monocytogenes, a partir de diferentes tipos de
amostras colhidas em uma linha de processamento de
“nuggets” congelados de frango.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

Um total de 413 amostras de diferentes tipos (am-
biente, equipamentos, manipulador e produto) coleta-
das em uma linha de processamento de “nuggets” con-
gelados de frango foi examinado para a presenca de L.
monocytogenes.

Amostras ambientais e de equipamentos foram co-
lhidas com auxilio de zaragatoas estéreis que foram re-
colhidas em 25mL de caldo Letheen (Difco). As amostras
de maos de manipuladores foram obtidas através da téc-
nica de enxaglie de uma das maos, conforme descrito
por DESTRO et al. [7]. As amostras do alimento foram
colhidas segundo recomendado por PAGOTTO et al. [19].

2.2 - Métodos

Porcoes de 25g de alimento foram homogeneizadas,
por 1 min., com 225mL de caldo Half-Fraser (HF - caldo
Fraser adicionado de suplemento SR 166M, ambos Oxoid)
e foram incubadas a 30°C por 22h. Aliquotas de O,1mL
foram transferidas para tubos contendo 9,9 mL de cal-
do tamponado para enriquecimento de Listeria (BLEB
adicionado do suplemento SR141E, ambos Oxoid) e os
tubos incubados por 22h a 30°C. Para as amostras de
ambiente e equipamentos, a totalidade do conteudo de

cada tubo contendo as zaragatoas foi transferida para
frascos contendo 225mL de Caldo HF. Apos homoge-
neizacao manual procedeu-se como descrito para as
amostras de alimento. Dos 100mL da solucao de enxa-
glie das maos dos manipuladores, 25mL foram transfe-
ridos para 225mL de HF e processados conforme des-
crito para as demais amostras.

Aliquotas de caldo BLEB foram semeadas por esgo-
tamento em placas com agar PAL (Oxoid), agar LPM
(Difco) e agar HCLA preparado de acordo com POYSKY
et al. [21]. As placas foram incubadas a 30°C por 24 —
48h. De cada placa de PAL e de LPM foram selecionadas
trés colonias tipicas suspeitas de Listeria e da placa de
HCLA foram selecionadas 2 colonias tipicas (com halo
de hemolise) e 1 colénia atipica que foram purificadas
em agar soja tripticase adicionado de 0,6% de extrato
de levedura (TSA-YE, ambos Oxoid).

A seguir, as cepas foram submetidas a caracteriza-
¢ao bioquimica empregando-se as provas de produgao
de catalase, de B-hemolise em agar sangue de cavalo a
4%, motilidade em agar semi-sélido, producgao de aci-
dos a partir de ramnose, dextrose, xilose e manitol. As
cepas foram ainda submetidas ao teste API Listeria
(bioMérrieux) para identificagdo complementar.

2.3 - Andlise estatistica

Para a comparacao da eficiéncia dos meios de cul-
tura avaliados empregou-se o teste de ¢? de McNemar,
a nivel de significancia de 5% [22].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo MOSSEL [18], 3 fatores podem influenciar
o desempenho de um meio de cultura: os constituintes
do alimento, a microbiota acompanhante e o efeito do
processamento na viabilidade dos microrganismos pes-
quisados.

Para a escolha dos agares seletivos empregados nes-
te estudo, levou-se em consideracao os agentes seleti-
vos e os sistemas empregados na diferenciagao das co-
lonias para evitar o uso de meios com principios seme-
lhantes. Assim, selecionou-se o LPM que tem como
agente seletivo anidrido glicinico (10g/L), cloreto de litio
(5g/L) e moxalactam (20mg/L). As colonias de Listeria
apresentam cor verde-azulada e com aspecto de vidro
moido quando examinadas sob luz obliquamente trans-
mitida [13]. No PAL, emprega-se acriflavina (5mg/L), clo-
reto de litio (15g/L), ceftazidime (20mg/L) e polimixina
B (10mg/L) e tem como sistema indicador a hidrolise
da esculina e a fermentacao de manitol [24]. No HCLA
tem-se como agentes seletivos, cloreto de litio (7,5g/L),
colistina metano sulfonato (115.000 UI/L) e ceftazidime
(20mg/L) e como sistema indicador a observacao da pro-
ducao de B-hemolise e de colonias com coloracdo verde
azulada quando examinadas sob iluminacao obliqua [20].

Na Figura 1 encontram-se as porcentagens de iso-
lamento de L. monocytogenes para as diferentes amos-
tras examinadas empregando-se os diferentes agares.
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FIGURA 1 - Comparacgao de eficiéncia dos agares seletivos
PALCAM (PAL), Cloreto de litio feniletanol moxalactam (LPM)
e hemolitico ceftazidime cloreto de litio (HCLA), no isola-
mento de L. monocytogenes a partir de diferentes tipos
de amostras provenientes de uma linha de processa-
mento de "nuggets" congelados de frango.

Equipamento Manipulador

Pode-se observar, na Figura 1, que o meio HCLA
permitiu o isolamento de L. monocytogenes em 60,1%
(248/413) do total de amostras examinadas enquanto
que PAL e LPM permitiram o isolamento em 47,9%
(198/413) e 47,8% (197 /413) das amostras respectiva-
mente.

Quando se avalia o desempenho dos meios por tipo
de amostra analisada verifica-se que o HCLA apresen-
tou melhor desempenho que os demais meios tanto para
amostras de equipamento, ambiente quanto de produ-
to (Figura 1). Para manipuladores nao houve diferenca
entre o desempenho dos trés meios. A diferenca entre
os resultados obtidos com o meio HCLA e os meios
LPM e PAL sao estatisticamente significativas (p<0,05),
ja entre os meios LPM e PAL nao o sao (p>0,095).

Semelhanca entre o comportamento de PAL e LPM
foi também observado por WARBURTON et al. [28]. Po-
rém, VAN NETTEN et al. [25] verificaram ser o agar PAL
superior ao LPM. Estes mesmos autores notaram ainda
que o agar PAL apresentava melhor seletividade que o
LPM, fato este também observado no presente trabalho.

Alguns pesquisadores relataram o bom desempenho
do LPM no isolamento de Listeria monocytogenes [5, 15],
enquanto que em outros estudos verificou-se o oposto [8,
26, 29]. O mesmo ocorre com o PAL, onde resultados dife-
rentes foram obtidos por grupos diferentes [2, 16, 20, 27].

Numa avaliacao realizada sobre meios de isolamen-
to para Listeria monocytogenes foi acordado pelos mem-
bros da International Standard Organization (ISO) que o
meio PAL apresentava 6timo desempenho mas que o meio
Oxford, que permite a selecao de Listeria sp, poderia ser
substituido por outro meio que permitisse a diferencia-
cao de Listeria monocytogenes das demais listerias [2].

Para diversas amostras (26 amostras) so foi possivel
isolar L. monocytogenes a partir do meio HCLA, sendo as
mesmas negativas tanto no LPM quanto no PAL.

O HCLA apresentou seletividade semelhante ao PAL
(dados nao apresentados) porém, devido a adicao de

sobrecamada contendo sangue de cavalo € possivel se-
parar L. monocytogenes de outras espécies, principal-
mente L. innocua, que normalmente ocorrem em alimen-
tos e amostras ambientais.

A adigcao de sangue aos meios seletivos para isola-
mento de Listeria tem sido pesquisada ja ha algum tempo
[3, 8, 10, 12, 23] porém, estudos com o HCLA ainda sao
raros. Quando descreveram o meio, em 1993, POYSKY
et al. [21] compararam seu desempenho ao dos agares
Oxford e Oxford modificado e verificaram uma maior
recuperacao de L. monocytogenes quando empregaram o
HCLA.

A utilizacao de mais de um meio de isolamento que
empregue diferentes agentes seletivos e sistemas de iden-
tificacao das colonias € de fundamental importancia para
aumentar a chance de isolamento do organismo alvo.
Este procedimento é recomendado para bactérias cuja
presenca em alimentos, mesmo que em uma populagao
pequena, pode expor o consumidor a situacao de risco,
como o caso de Salmonella [1] e L. monocytogenes.

Isto pode ser verificado na metodologia recomen-
dada por HITCHINS [12] que sugere o emprego simul-
taneo dos agares Oxford (OXA) e LPM ou OXA e PAL
para a pesquisa de L. monocytogenes em alimentos. Ja
o Servico de Inspecao e Seguranca de Alimentos do De-
partamento de Agricultura dos EUA [24] sugere para o
isolamento desta espécie bacteriana a partir de produ-
tos carneos e amostras ambientais, o emprego do agar
Oxford modificado (MOX), seguido da purificacao das
colonias suspeitas em agar com sobrecamada de san-
gue de cavalo (‘horse blood overlay agar”). O emprego
do HCLA concomitantemente ao MOX seria uma boa
alternativa para diminuir o tempo gasto na analise
quando se emprega a metodologia do USDA.

4 - CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo indicam
a superioridade do agar HCLA sobre os demais meios
de isolamento seletivos empregados, indicando que este
pode ser uma boa escolha para a pesquisa de Listeria
monocytogenes em alimentos, amostras ambientais ou
de equipamentos, acompanhado, preferencialmente pelo
PAL. A dificuldade de aquisicao no mercado interno da
colistina metanosulfonato, componente do HCLA, alia-
da ao seu preparo trabalhoso, podem interferir na popu-
larizacdao do seu emprego na pesquisa rotineira de L.
monocytogenes.
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